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RESUMEN 
 
El cáncer es una enfermedad de alta prevalencia y morbimortalidad a nivel 
mundial, siendo el cáncer de mama y próstata los de mayor índice de 
mortalidad por género. El estudio de estas enfermedades no transmisibles y 
sus tratamientos son de gran importancia para la búsqueda del mejoramiento 
de la calidad de vida de los pacientes. Los medicamentos disruptores de 
microtúbulos corresponden a una familia de antineoplásicos utilizados en 
múltiples tipos de cáncer entre estos el cáncer de mama y próstata; para este 
estudio se utilizaron las líneas celulares MDA-MB-231 de cáncer de mama y 
PC3 de cáncer de próstata en las que se detectaron lasproteínasprocaspasa-
3 y caspasa-3 en función del tiempo de exposición a los medicamentos 
Paclitaxel y Vincristina. Se identificó mediante western blot, el tiempo en el que 
el tratamiento activa la proteína caspasa-3,yde acuerdo con los resultados 
densitométricos y los análisis de varianza ANOVA se logró identificar aspectos 
poco conocidos acerca de la farmacodinamia de estos medicamentos. Los 
resultados obtenidos sugieren que existe diferencias estadísticamente 
significativas (p<0,05 IC 95%) en cuanto a la presencia de la proteína 
dependiente tanto del fármaco como del tiempo de exposición al  tratamiento 
sobre cada una de las líneas celulares, y se considera que a largo plazo este 
estudio puede ser utilizado para determinar la relación dosis-tiempo-respuesta 
de los medicamentos disruptores de microtúbulos en otras líneas celulares de 
cáncer resistentes a quimioterapia convencional. 
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
En torno a la quimioterapia se han realizado investigaciones con el fin de 
dilucidar las propiedades farmacodinámicasde los medicamentos 
antineoplásicos entre ellos los disruptores de microtúbulos. Estas 
investigaciones han señalado la inducción de apoptosis provocada por los 
antineoplásicos Vincristina y Paclitaxel, sin embargo, los factores 
desencadenantes no están completamente descritos. Al respecto, se sabe que 
la caspasa-3 es esencial en la muerte celular programada,no obstante,  la 
proporción de la expresión de la proteína procaspasa-3respecto a la caspasa-
3 activada en relación con el tiempode exposición altratamiento con los 
medicamentos antineoplásicos Vincristina yPaclitaxelen células de cáncer de 
próstata PC3 y cáncer de mama MDA-MB-231 no se encuentra claro. Por tanto 
surge la siguiente pregunta de investigación:¿Cuál es la relación entre los 
niveles de expresión de la caspasa-3 activay la procaspasa-3durante la 
apoptosis inducida por los antineoplásicos Vincristina y Paclitaxel en células 
de cáncer de seno MDA-MB-231 y cáncer de próstata PC3? 
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2. JUSTIFICACIÓN 
 
El Cáncer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel 
mundial, en Colombia el cáncer de próstata ocupa la primera causa de 
mortalidad por cáncer en el sexo masculino, se aproxima un estimado de 6.500 
y 8.000 casos de cáncer de próstata cada año con una tasa entre 40,5 y 45,9 
años por cada 100.000 hombres1 y el  cáncer de mama se establece como 
una problema de salud pública que anualmente influye en la mortalidad de 
2.649 mujeres2, por tanto las investigaciones que generen estrategias de 
prevención y tratamiento de estas patologías son de gran relevancia. La 
elucidación de los mecanismos de acción de fármacos antineoplásicos sobre 
líneas celulares cancerosas con características específicas es de interés en 
investigación; las líneas celulares MDA-MB-231 y PC3 son células de 
adenocarcinoma de mamá y próstata respectivamente, que no expresan 
receptores hormonales y son de rápida proliferación, lo que las hace 
especialmente resistentes a la quimioterapia con agentes disruptores de 
microtúbulos,3-4por tanto la inducción de la apoptosis depende de tales 
características que determinan el nivel de resistencia o eficacia del 
fármaco.4Una de las proteínas inductoras de primera línea de apoptosis es la 
caspasa-3, una cistein-proteasa que se asocia conel punto de entrada de la 
célula en la vía de señalización de la apoptosis5.  
 
La caspasa-3 es esencial para ciertos procesos asociados con el 
desmantelamiento de la célula y la formación de cuerpos apoptóticos, además, 
puede funcionar antes o durante la etapa de pérdida de la viabilidad celular6, 
por lo que determinar el momento en el que se activatras el tratamiento con 
los medicamentos antineoplásicos,sería un indicativo de la efectividad del 
fármaco sobre la inhibición del crecimiento celular en las líneas celulares 
específicas mencionadas.  
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3.  OBJETIVOS 
 
3.1 OBJETIVO GENERAL 
 
 Evaluar la cinética de activación de la proteína caspasa-3 y su relación 
con la expresión de procaspasa-3, durante la apoptosis inducida por los 
antineoplásicos Vincristina y Paclitaxel en células de cáncer de seno 
MDA-MB-231 y cáncer de próstata PC3. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Determinar el nivel de expresión de la procaspasa-3 y de la caspasa-3 
activa durante el tratamiento a diferentes tiempos con los 
antineoplásicos Vincristina y Paclitaxel, en líneas celulares de cáncer 
de seno MDA-MB-231 y cáncer de próstata PC3. 
 Establecer el momento de mayor actividad de la caspasa-3 para las 
líneas celulares de cáncer de seno MDA-MB-231 y cáncer de próstata 
PC3 tratadas con los antineoplásicos Vincristina y Paclitaxel. 
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4. MARCO TEÓRICO 
 
 
4.1 EPIDEMIOLOGÍA DEL CÁNCER EN ELMUNDO 
 
El cáncer es una patología con alta morbilidad y mortalidad alrededor del 
mundo, según la OMS en el año 2012 hubo unos 14 millones de casos nuevos 
y 8,2 millones de muertes relacionadas con este padecimiento7. La incidencia 
de las diferentes variedades de cáncer depende de la edad, el sexo, geografía, 
entre otros. El cáncer de mamá es el cáncer más comúnmente diagnosticado 
en las mujeres, corresponde al 16% de todos los canceres femeninos, la 
incidencia en Suramérica va en aumento, debido a la falta de programas de 
detección precoz7. 
El cáncer de próstata tiene la mayor incidencia de cáncer en los hombres, 
siendo este un grave factor de morbimortalidad en este género por lo que 1 de 
cada 7 hombres podría ser diagnosticado, se cree que para el 2017 en Estados 
unidos existirán161, 360 casos nuevos de cáncer de próstata y 26,730 de 
estas personas podrían morir a causa del mismo8. 
 
4.2 EPIDEMIOLOGÍA DEL CÁNCER EN COLOMBIA 
 
El cáncer en Colombia es una patología con altos índices de mortalidad y 
morbilidad, pues según las estadísticas Globocan, para Colombia en el año 
2012, cerca de 196 personas enfermaron de cáncer y 104 fallecieron cada día 
por esta enfermedad9, estadísticas que se relacionan principalmente con las 
zonas geográficas de ocurrencia de cáncer, por ejemplo, en la zona Andina y 
cordilleras prevalece la mortalidad por cáncer gástrico, por otro lado, la 
mortalidad por cáncer de mama es mayor en zonas urbanas y el cáncer de 
cuello uterino posee mayor mortalidad en zonas rurales, de frontera y 
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departamentos alejados10. Cabe resaltar que según el informe del ministerio 
de salud hay una tendencia significativa a la disminución de la mortalidad por 
cáncer gástrico y de cuello uterino, sin embargo, el cáncer de pulmón, próstata, 
colon y recto, y mama presentan un incremento en los valores de mortalidad10. 
Además, Según el instituto nacional de cancerología entre el 2007 y 2011 la 
incidencia estimada anual de cáncer de próstata fue de 8872 hombres, con 
una tasa de mortalidad observada anual de 2.416, para el cáncer de mama en 
mujeres hubo una incidencia observada anual de 7.627 con una mortalidad 
observada anual de 2.226 mujeres.11 
 
4.3 FISIOPATOLOGÍA DEL CÁNCER 
 
El cáncer es una enfermedad multifactorial que afecta la capacidad de detener 
la proliferación celular inducida por 3 tipos de carcinogénesis: química, 
biológica y física, la primera corresponde a carcinogénesis por asbesto, tabaco 
y sustancias tóxicas, en la segunda y en la tercera categoría se encuentran los 
microorganismos y radiaciones ionizantes, respectivamente12. Estas tres 
etiologías generan daño en el aparato genético de la célula produciendo 
mutación y activación de genes promotores de tumores, inactivación de genes 
supresores tumorales y alteración general en la expresión de diferentes genes 
que regulan el ciclo celular12, además de generar incapacidad de inducir 
apoptosis ante estímulos de control fisiológico, lo que caracteriza los procesos 
de metástasis13.Esta variación es debida principalmente a la liberación de 
factores pro inflamatorios como respuesta a factores exógenos perjudiciales 
que generan múltiples focos de lesión, acompañado de alteración en las 
respuesta simpática y parasimpática del sistema nervioso autónomo 
secundaria a predisposición genética, de este modo, se desencadena una 
respuesta anti-inflamatoria exagerada por parte del sistema inmune 
ocasionando crecimiento de células poco diferenciadas en los diferentes focos 
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de lesión, dando lugar a neoplasias y posteriormente malignidad de la 
misma.14 
En cuanto al cáncer de seno, factores como edad mayor de 50 años, 
antecedentes familiares o personales de enfermedades de mama, 
reproductivos,  genéticos  y ambientales se asocian a mayor riesgo de cáncer 
de mama en la mujer15,dentro de los factores genéticos predisponentes más 
estudiados se encuentran mutaciones en los genes BRCA1, BRCA2, CDH1, 
NBS1, NF1, PTEN, TP53 y STK11 siendo los causantes de mayor 
susceptibilidad al cáncer, seguidos de los genes ATM, BRIP1, CHEK2, PALB2 
y RAD50 de mediana susceptibilidad16. 
La susceptibilidad al cáncer de próstata aumenta con la edad, se considera 
que existe mayor riesgo por encima de los 50 años y el 95% de las muertes se 
presenta en los mayores de 65 años, el 25% de los hombres con cáncer de 
próstata tienen historia familiar de cáncer presentándose con mayor frecuencia 
en hombres de raza negra17; se ha descubierto que mutaciones en los genes 
BRCA2, aumentan el riesgo de cáncer de próstata, del mismo modo, el 
síndrome de Lynch el cual produce cáncer colorrectal puede asociarse a 
cáncer de próstata18. 
 
4.4 APOPTOSIS EN EL TRATAMIENTO DE CANCER 
 
La apoptosis se lleva a cabo una vez la célula deje de recibir “señales de 
sobrevivencia” (factores de crecimiento y hormonas)  por lo que se producen 
señales que provocarán su muerte, esto se debe a niveles elevados de 
oxidantes, fármacos (quimioterapéuticos), radiación etc.19; los antineoplásicos 
pueden generar apoptosis por medio de diferentes vías dependiendo de su 
mecanismo de acción, de las características celulares, y de las dosis 
utilizadas, estudios han revelado que algunos fármacos citotóxicos activan 
vías de señalización a través de los receptores de CD95, lo cual corresponde 
a la fase temprana de muerte celular inducida por fármacos20.  
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La muerte celular se divide en dos tipos: 1. Necrosis, caracterizada por 
presentarse bajo mecanismos de lesión celular irreversible y se considera 
accidental, 2. Apoptosis, que corresponde a una muerte celular programada la 
cual se ejecuta bajo control y está relacionada con la homeostasis del 
crecimiento tisular12.El término de muerte celular programada fue introducido 
por primera vez en el año 1920 y hasta el año 1972 se acuñó el término 
apoptosis por Wyllie y Currie, desde entonces se han descrito los mecanismos 
y aspectos moleculares por los cuales se lleva a cabo este proceso21.   
La apoptosis se da por medio de dos vías; la vía intrínseca que responde a 
alteraciones intrínsecas del DNA previa activación de oncogenes, donde la 
mitocondria actúa como eje de este proceso dirigiendo la función del 
citocromo-c que en primera medida se acopla al activador de la proteasa 
apoptótica (APAF-1) en el citoplasma, para que este finalmente forme el 
apoptosoma, una vez sucede esto se activa la caspasa-9 la cual permite la 
activación de procaspasa-3 a caspasa-322. La vía extrínseca de la apoptosis 
es mediada mediante la unión de Fas ligando al receptor Fas en la superficie 
celular donde se acopla a la proteína adaptadora FADD en su dominio mortal 
que a través de su dominio DED se une a la caspasa-8 que posteriormente 
activa procaspasa-3 a caspasa-3 mediando el proceso apoptótico23(figura 1). 
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FIGURA.1.Apoptosis: Inducción y regulación de la vía intrínseca y extrínseca. 
 
Fuente: Imagen extraída del libro Robbins Patología humana 9° edición 2012, 
capítulo I, página 20. 
La microscopia ha permitido el estudio de los cambios estructurales de las 
células durante la apoptosis, durante la primera fase se observa contracción 
celular y picnosis, la cual se da como resultado a la condensación de la 
cromatina12, además con hematoxilina eosina se logra diferenciar una célula 
apoptótica  por ser una masa redonda con citoplasma eosinófilo oscuro y 
fragmentos densos y oscuros  de cromatina nuclear24, la membrana celular se 
mantiene intacta, el citoplasma se retiene en los cuerpos apoptóticos, y no hay 
proceso inflamatorio desencadenante, estas características distan de las 
producidas en la necrosis celular ya que en esta el número de células es 
mayor, las células se hinchan y se lisan, la membrana se rompe por lo que el 
citoplasma es liberado al espacio extracelular, el núcleo se fragmenta y la 
cromatina se dispersa, lo cual se asocia a un proceso inflamatorio22-23.  
Este proceso se desarrolla en tres pasos, el primero corresponde a la fase 
efectora, en esta aumenta el calcio intracelular por lo que se estimula la 
20 
 
activación de endonucleasas y proteasas, el citoesqueleto se modifica en 
tamaño y forma; fase degradativa en la cual se degradan tanto proteínas como 
ácidos nucleicos y la membrana celular se retrae, las endonucleasas degradan 
el ADN las caspasas degradan las proteínas, se condensa la cromatina; en la 
fase de eliminación los macrófagos atraen los cuerpos apoptóticos por sus 
ligandos de fosfatidilserina  y los fagocitan25.  
FIGURA. 2. Inmunofluorescencia de estructura nuclear y microtubular de 
células PC3 y MDA-MB231 con control negativo DMSO y tratadas con 
vincristina por 24 horas a IC50 de 0.008, determinado por el ensayo MTT. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: Méndez G., et al. Antiproliferative activity of chloroformic fractions 
from leaves and inflorescences of Ageratinagracilis. EJFA. 2017. 29(1): 59-68 
 
4.5 PROCASPASA-3 Y CASPASA-3 
 
Las caspasas son una familia de cistein-proteasas que al ser activadas 
generan apoptosis, son moléculas que se encuentran inactivas como pro-
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caspasas, cuando la célula sufre algún daño, estos precursores inactivos 
hacen proteólisis dejando libres la subunidades activas, las caspasas26.  
Las caspasas se pueden dividir en activadoras y ejecutoras, según su rol en 
la apoptosis, la diferencia entre los grupos se encuentra en el prodominio N-
terminal, siendo más grande en las caspasas activadoras, en comparación con 
las caspasas ejecutoras cuyo prodominio es pequeño o se encuentra 
ausente.27 Los prodominios pueden ser CARD (Dominio de reclutamiento de 
activación de caspasa) o DED(Dominio del efector de muerte) según la 
caspasa involucrada, esto permite autoproteólisis y por tanto un mecanismo 
de activación autónomo, por otro lado las proteínas ejecutoras se encargan de 
los cambios estructurales de la célula.26 
De éstas moléculas la más estudiada ha sido la caspasa-3, una proteína 
codificada en el gen CASP-3 localizado en el cromosoma 4q3428-29, esta 
molécula se ha relacionado con la iniciación de la cascada de eventos 
apoptóticos, activándose cascada arriba a las caspasas 9 y 8, iniciando con la 
acción secuencial de proteínas como Bax/Bak inducidas por alteraciones del 
ADN, liberando el citocromo-c al citosol que al unirse a la proteína Apaf-1 forma 
el apoptosoma que por medio de los dominios CARD recluta la caspasa-929y 
es punto de convergencia entre varias vías de señalización de la apoptosis30.   
La caspasa-3 se encuentra en dos formas, como procaspasa-3 y caspasa-3 
propiamente, la primera es la forma inactiva o zimógeno y la segunda es la 
forma activa, esta última posee dos dímeros con dominios catalíticos idénticos, 
y cada uno de estos tiene un sitio activo, cada dominio tiene dos subunidades, 
una grande y una pequeña, las cuales se derivan de un mismo precursor 
molecular, debido a una hendidura interna llamada “linker region”30(figura 
2).Su función es romper la proteína inhibidora ADNasa activadora de caspasas 
(CAD),induciendo degradación del ADN en patrón de escalera.26 Así mismo, 
cada dominio catalítico es generado por una molécula de procaspasa-3, cuya 
estructura se compone de una lámina β que se encuentra entre dos hélices α, 
intercaladas de forma paralela31; este zimógeno es hidrolizado por acción de 
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la caspasa-8 o la caspasa-9 según la vía de activación (extrínseca o 
intrínseca), para dar lugar a la forma activa de la proteína, y dar inicio al 
proceso de apoptosis32. Con relación a lo anterior se ha demostrado de 
manera in vitro la presencia de la proteína PAC-1 (proteína de activación de 
las caspasas)33 que a través del secuestro de inhibidores de zinc, un ion con 
propiedades anti-apoptóticas, genera la activación por proteólisis de 
procaspasa a caspasa-334. 
En resumen, la activación de las caspasas se da por medio de la cascada de 
proteasas, las cuales están dividas en grupos de enzimas, una vez activado 
un grupo se continua el siguiente. Para la activación del grupo de caspasas 
existen 3 vías: la primera por efecto de la granzima B o por inducción de las 
mismas caspasas, la segunda por activación de factores inductores, como 
receptores de  citosinas TNF entre otros, que en sus sitios de unión proteína-
proteína son generados los dominios “de muerte” a los cuales se unen la pro-
caspasa-8, ocasionando el paso de pro-caspasas a caspasas activas; la última 
vía incluye la translocación del citocromo-c, el cual interactúa con factores 
activadores de apoptosis. Ese complejo induce la activación de la caspasa-9 
cuyo efecto principal es la inducción de la caspasa-3, una vez la célula inicie 
este paso, el proceso de apoptosis está completamente activado 35-36. 
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FIGURA 3. Caspasa-3 con los dominios BIR2 limitados. La unidad asimétrica 
está compuesta de dos dominios catalíticos de caspasa-3 (azul y morado), 
cada uno de los cuales se une a una molécula BIR2 (verde). Las subunidades 
grandes y pequeñas de cada dominio catalítico están sombreadas de manera 
diferente. Cada molécula BIR2 constituye un dominio globular y una extensión 
N-terminal que ocupa el borde catalítico de cada caspasa. La esfera rosa en 
el núcleo de cada dominio BIR es el átomo de zinc. 
Fuente: Imagen extraída de Stefan J. Riedl*, et al. Structural Basis for the 
Inhibition of Caspase-3 by XIAP. Cellpress. 4 (5), Pages791–800. 
 
4.6 MEDICAMENTOS DISRUPTORES DE MICROTÚBULOS 
 
Los agentes disruptores de micro túbulos constituyen una clase de 
medicamentos antineoplásicos, que actúan sobre células anticancerosas 
suprimiendo la dinámica de los microtúbulos e induciendo muerte celular a 
través de la vía intrínseca mitocondrial.  
Los microtúbulos son estructuras que pertenecen al citoesqueleto de las 
células eucariotas y junto con las actinas y filamentos intermedios, son 
necesarios para la división celular y mitosis, pues durante estos procesos los 
microtúbulos forman fibras que permiten el transporte de los organelos, y 
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posteriormente crean un huso con la consecuente asociación de cromosomas, 
estas estructuras se establecen estado dinámico.37 
En la terapia del cáncer, los antineoplásicos disruptores de microtúbulos tienen 
un gran papel, pues generan cambios en la fase mitótica del ciclo celular, su 
acción se debe principalmente a la inhibición de la acción del huso mitótico, 
secundaria a su unión a los microtúbulos, generando que la célula sea más 
susceptible a la muerte celular.38 
4.6.1 Vincristina: La Vincristina es un medicamento antineoplásico derivado 
de los alcaloides de la vinca Rosae Linn39, su efecto quimioterapéutico es 
debido a la unión a la subunidad β de los monómeros de tubulina evitando la 
formación de los microtúbulos del huso mitótico, lo que se traduce en 
incapacidad para alineamiento y movimiento de cromosomas, inhibiendo así 
la división celular durante la mitosis temprana40, por este motivo la Vincristina 
es un fármaco utilizado en la terapia del cáncer, adicionalmente se han 
realizado estudios donde se plantea el efecto pro-apoptótico de la misma, se 
ha demostrado que bajas dosis de Vincristina (0.1mcg) causan inhibición de la 
mitosis e inducción de apoptosis en células de neuroblastoma SH-SY5Y, los 
resultados señalan que hay una sobrerregulación de caspasa-3 y 9 lo que 
puede desencadenar disrupción de la membrana celular y eventualmente 
apoptosis41. 
Otros efectos pro-apoptóticos de la Vincristina se encuentran relacionados con 
cambios en la estructura y función de organelos celulares, como los lisosomas 
en células de cáncer de cérvix HeLa y cáncer de mamá MCF-7 donde 
desencadena un aumento del tamaño de los lisosomas tanto individuales 
como en el compartimiento lisosomal, además de incrementar la 
permeabilidad de la membrana del lisosoma y promover la activación de 
catepsinas en el citosol lo cual antecede la apoptosis inducida por el fármaco.42 
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4.6.2  Paclitaxel:Se deriva del árbol brevifoliataxus, conocido como el árbol 
de tejo43, es un fármaco antineoplásico utilizado comúnmente para tratar 
cáncer de seno y ovario, su mecanismo de acción consiste en la unión a 
monómeros de tubulina en un sitio de unión diferente al de la Vincristina, cuyo 
efecto es la formación anormal de los microtúbulos desencadenando 
alteración de la dinámica de los mismos que resulta en la inhibición de la 
mitosis44 al igual que su análogo, el Paclitaxel tiene propiedades pro-
apoptóticas que se relacionan con incremento de la caspasa 8 como resultado 
de un aumento del reclutamiento de los DED (deatheffectordomain) hacia los 
microtúbulos en células A54945, por otro lado se ha encontrado que este 
fármaco genera una sobrerregulación de la caspasa 9 después de 24 horas 
de tratamiento en células de cáncer de ovario OVCAR-346. 
4.7 ESTUDIOS RELACIONADOS 
Los agentes citotóxicos han sido de gran importancia en el estudio del 
tratamiento anticancerígeno, con el fin de dilucidar sus mecanismos de acción 
y farmacodinamia; así mismo, se han realizado investigaciones relacionadas 
con la inducción de apoptosis secundaria a la activación de la caspasa-3 en 
las líneas celulares del presente proyecto. 
En una investigación se evaluó in vitro la inducción de apoptosis por Paclitaxel 
en la línea celular MDA-MB-231 de cáncer de seno, cuyos resultados 
descartaron la inducción de muerte celular programada por activación de la 
caspasa-3, sin embargo no se describe la vía celular de muerte generada por 
este antineoplásico.47En otro estudio se evaluó la apoptosis y regresión 
tumoral en líneas celulares cáncer de mama, secundarias a la sinergia de 
medicamentos antineoplásicos, donde se encontró que después de 36 horas 
de tratamiento en la línea celular MDA-MB-231, con etoposido, doxorrubicina, 
camptotecina, y Paclitaxel con o sin TRAIL (ligando inductor de apoptosis 
relacionado con TNF), se inducia apoptosis vía caspasa.48 
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Otra investigación evaluó la inducción de apoptosis por TRAIL y etoposido, 
secundarias a la sensibilización por el complejo Smac-mimi, una proteína 
proapoptótica, en tres líneas celulares de cáncer de mama, entre ellas, MDA-
MB-231, sus resultados señalan que tanto el etoposido como el TRAIL, 
inducen apoptosis vía caspasa-3 en la línea celular mencionada49.Otra 
experimentación in vitro en células de cáncer de mama MCF-7 y MDA-MB-
231, comprobó que el tamoxifeno induce apoptosis de ambas líneas celulares, 
previa activación de la caspasa-3, lo cual sugiere inducción del proceso por la 
vía intrínseca.50 
Por otra parte, la Vincristina, ejerce un efecto proapoptótico sobre líneas 
celular PC3, como inductor de la activación de la proteína p53, la cual es 
precursora de pro-caspasas a caspasas, la fosforilación de la proteína p53 
induce la activación de una serie de mecanismos, que idealmente controla el 
efecto neoplásico de esta línea celular51; además Paclitaxel y Vincristina, se 
asocian con un aumento de la inducción de apoptosis sobre esta línea celular 
por la activación de Id-1, un inhibidor de la diferenciación o de unión a ADN, 
miembro de la familia HLH de transcripción, que actúa como un oncogén 
potencial. Esto se debe a que la sobreexpresión de Id-1 en las células 
normales es capaz de promover la proliferación celular a través de la 
inactivación de las vías supresoras de tumores52, por lo que la reducción de su 
actividad mediada por disruptores de microtúbulos puede bloquear su función 
e inducir apoptosis.   
En el presente estudio se evaluó la actividad proapoptótica de Vincristina y 
Paclitaxel, dada por activación de la caspasa-3 con respecto al tiempo de 
tratamiento, lo que permite evaluar la función tiempo efectividad de los 
fármacos sobre líneas celulares PC3 y MDA-MB-231. 
 
27 
 
5.  METODOLOGÍA 
 
 
5.1 TIPO DE INVESTIGACIÓN 
 
Se realizó un estudio experimental, que fue definido por medio de revisión de 
la literatura, la cual permitió establecer que no hay información de la actividad 
proapoptótica relacionada con el tiempo de aparición de las proteínas 
procaspasa-3 y caspasa-3 en células MDA-MB-231 y PC3 tratadas con los 
disruptores de microtúbulos Vincristina y Paclitaxel, por lo que la presente 
investigación contribuirá a esclarecer aspectos de su farmacodinamia en estas 
líneas celulares. 
De esta manera, el estudio se desarrolló siguiendo la metodología descrita a 
continuación: 
 
5.2 CULTIVO CELULAR 
 
Las líneas celulares que se tomaron como modelo fueron: PC3 
(adenocarcinoma de próstata) ATCC® CRL-1435 ™, células epiteliales de 
características adherentes grado IV, y MDA-MB-231 (adenocarcinoma de 
mama) (ATCC® HTB 26™), de características adherentes, las cuales fueron 
preservadas según las condiciones propuestas por ATCC53. El crecimiento de 
2 millones de células se llevó a cabo en cajas de Petri con 10 ml de medio 
RPMI 1640(LONZA®) para MDA-MB-231 y EMEM (LONZA®) para PC3 a una 
atmosfera de 5% de CO2 y una temperatura de 37º C; se realizó control de 
contaminación con 5000 UI/ml de penicilina y 5 mg/ml de estreptomicina. Los 
tratamientos se incorporaron en las cajas de Petri con ADMs comercial 
Vincristina, y Paclitaxel, el cual se disolvió en Dimetilsulfoxido (DMSO) 
(SIGMA®) a un IC50 de 0,024μg/mlpara células MDA-MB-231 y 
0.0025μg/mlpara PC3 tratadas con Paclitaxel; para MDA-MB-231 un IC50de 
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0.0086μg/ml,y para PC3 de 0.05 μg/mltratadas con Vincristina determinado 
por ensayo de citotoxicidad MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio 
bromuro). 
5.3 WESTERN BLOT. 
 
La  extracción de la proteína se realizó mediante el buffer de lisis (Tris HCl, pH 
8 [20mM]+NaCl [137 Mm]+Glicerol [10%]+NP-40 [1%]+EDTA 500mM 
[10mM]+H2O desionizada), posteriormente se agregó cocktail de inhibidores 
de proteasas (Halt™ proteaseinhibitor single–use cocktail (100x)) de 
THERMO®, y se mantuvo en frio hasta la cuantificación. 
Para la cuantificación de proteínas totales se utilizó el kit BCA de Pierce® de 
THERMO®, se realizó regresión lineal para establecer la concentración de 
proteínas a utilizar. En cada pozo se adicionaron 30μg de proteína con buffer 
de carga, para un volumen total de 15μl, los cuales fueron sujetos a 
electroforesis en gel de policramida a 100mV. Posteriormente se realizó 
transferencia sobre membranas de PVDF durante 100 min a 100mV, para la 
incubación con los anticuerpos primarios se utilizó anticuerpo monoclonal 
producido en conejo; caspasa 3 (9H19L2®) ABfinity™, anticuerpo Caspasa-3 
(31A893®), y Anticuerpo monoclonal -α-Tubulina producido en ratón, los tres 
a una concentración de 0,001mg/ml. 
Posteriormente se realizó la incubación con anticuerpos secundarios Anti-
Mouse IgG (whole molecule) de SIGMA® y Anti-Rabbit IgG (SIGMA®) a una 
concentración de 1:2000, el blocking de los anticuerpos se realizó con BSA al 
5% en TTBS. 
El proceso de inmunodetección se realizó con el kitSupersignal™de 
quimioluminiscencia de marca (THERMO®), posteriormente se pasaron las 
láminas al casetteAmershanhealthcare® por 3 minutos, adicionalmente se 
realizó revelado con tetrahidrocloruro de hidrato de diaminobencidina 
(D5637SIGMA®)a un volumen de 15 ml en buffer comprimido salino 
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tamponado con Tris pH 7.4 [0.5 M] (T5030®) más 12μL de solución fresca de 
peróxido de hidrógeno al 30%, que permite mediante su reacción visualizar 
interacción antígeno–anticuerpo. 
El procesamiento de bandas del western blot se realizó por medio de un 
análisis densitométrico con el uso del programa IMAGE J 1.44 y los valores 
relativos fueron calculados por la división de cada valor en la línea estándar.  
 
5.4 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Se realizó prueba ANOVA de dos vías para determinar las diferencias entre 
las líneas celulares, adicionalmente se realizó prueba ANOVA de una vía con 
test de Bonferroni(GraphPad Software 5.0 Inc., San Diego, CA) para analizar 
las diferencias entre los tiempos de activación de caspasa-3, teniendo en 
cuenta los valores de p<0.05 como significativamente estadísticos con 
respecto a las variables de densidad en pixeles (valores normalizados de los 
obtenidos e Image J) y el tiempo de activación de la proteína caspasa-3 en 
MDA-MB-231 tratadas con Vincristina y Paclitaxel y en la línea celular PC3 
tratadas con Vincristina a las 0,6,16,24 y 48 horas. 
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6.  RESULTADOS, ANALISIS E INTERPRETACION 
 
 
El presente estudio se realizó con el fin de evaluar la inducción de apoptosis 
por el uso de medicamentos disruptores de microtúbulos, mediante la 
activación de la caspasa-3 y su forma no activada, procaspasa-3. Los 
resultados obtenidos por el western blot, y posteriormente analizados en 
Image J 1.4 muestran diferencias importantes en cuanto al tiempo y medidas 
de activación de las proteínas objeto de estudio.   
Se evidenció la relación entre el tiempo de tratamiento y la activación de las 
proteínas procaspasa-3 y caspasa-3, respondiendo a los objetivos se 
estableció que la línea celular PC3 tratada con Vincristina muestra una 
expresión en aumento hacia las 6 horas de tratamiento y un declive desde las 
16 horas, mientras que la caspasa-3 activa se expresa de manera ascendente 
entre las 6, 16 y 24 horas e igualmente con disminución hacia las 48 horas de 
tratamiento (grafico 1). 
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GRÁFICO 1.Expresión de las proteínas procaspasa-3 y caspasa-3 en la línea 
celular PC3 tratada con Vincristina. A. Western blot B. Análisis densitométrico 
de bandas de western blot, diferencias significativamente estadísticas (p<0,05 
IC: 95%).Control de carga alfa- tubulina. 
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caspasa-3 con la caspasa-3 activa pues no hay evidencia de tal activación bajo 
este tratamiento (grafico 2). 
GRÁFICO 2.Expresión de las proteínas procaspasa-3 y caspasa-3 en la línea 
celular PC3 tratada con Paclitaxel. A. Western blot. B. Análisis densitométrico 
de bandas de western blot. Control de carga alfa- tubulina. 
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activación de caspasa-3 activa sugiere ascenso de su expresión muy evidente 
entre las 16 y 24 horas de tratamiento con descenso a las 48 horas (grafico 3).  
GRÁFICO 3.Expresión de las proteínas procaspasa-3 y caspasa-3 en la línea 
celular MDA-MB-231 tratada con Vincristina. A. Western blot. B. Análisis 
densitométrico de western blot, diferencias significativamente estadísticas 
(p<0,05 IC: 95%).Control de carga alfa- tubulina. 
A. 
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que la expresión de caspasa-3 activa es mayor entre las 6 y 16 horas de 
tratamiento con un notorio descenso hasta las 48 horas de tratamiento (grafico 
4). 
GRÁFICO 4. Expresión de las proteínas procaspasa-3 y caspasa-3 en la línea 
celular MDA-MB-231 tratada con Paclitaxel. A. Western blotB. Análisis 
densitométrico de bandas de western blot, con diferencias estadísticamente 
significativas (p<0,05 IC: 95%) entre los tiempos de activación. Control de 
carga alfa- tubulina. 
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6.1 DISCUSIÓN Y ANALISIS DE RESULTADOS. 
 
 
En la relación de los tratamientos versus el tiempo se encuentran diferencias 
significativas para cada línea celular, observándose para MDA-MB-231 y PC3 
tratadas con Vincristina una mayor actividad a las 24 horas, con disminución 
de su expresión a las 48 horas (gráficos 1 y 3); contrario a esto, las células 
MDA-MB-231 tratadas con Paclitaxel tienen expresión en las 6 y 16 horas de 
tratamiento (grafica 4) con diferencias significativamente estadísticas (p<0,05); 
contrario a lo ocurrido en el tratamiento con Paclitaxel sobre la línea PC3 
donde no se observa expresión de caspasa-3 activa en ninguno de los tiempos 
de exposición analizados, lo cual indica posible resistencia de esta línea 
celular al Paclitaxel para inducir apoptosis dependiente de la activación de la 
caspasa-3. Según un reporte previo, esto puede ser debido al fenotipo de la 
línea celular, ya que estas células expresan mayor cantidad de Bcl-xl, una 
proteína antiapoptótica inhibidora de la liberación del citocromo c y posterior 
activación de caspasas54, sin embargo no se puede descartar que la no 
expresión de caspasa  activada inducida por Paclitaxel sea debido a la 
activación de apoptosis no dependiente de caspasas; Donat Kögel y Jochen 
HM Prehn, analizaron los diferentes mecanismos de muerte celular 
programada; en el primer lugar se encuentra el dependiente de caspasa, en 
segundo lugar una apoptosis que presenta menor condensación de la 
cromatina con exposición de fosfatidilserina. Por otro lado se encuentra el 
proceso de necrosis celular55, por lo que según lo encontrado se podría pensar 
que si bien la exposición a Paclitaxel en células PC3 muestra  expresión de 
procaspasa, puede que no induzca activación de la proteína sino que podría 
secuenciar  la muerte celular por alguna otra vía. 
El tratamiento con Paclitaxel sobre la línea celular MDA-MB-231, muestra una 
rápida activación de caspasa-3 a las 6 horas con un posterior descenso en la 
expresión, mientras que bajo el tratamiento con Vincristina la activación de 
36 
 
ésta proteína se empieza a incrementar desde las 6 horas pero su mayor 
proporción se observó a las 24 horas de exposición al fármaco, cabe resaltar 
que los mayores niveles de expresión se observan en el tratamiento con 
Vincristina a comparación de Paclitaxel, el estudio del mecanismo apoptotico 
de los alcaloides de la vinca ha sido amplio, principalmente en líneas celulares 
de leucemia o linfomas, donde se ha establecido la activación de la caspasa-
3 de forma tiempo dependiente como proteína ejecutora de la apoptosis56, sin 
embargo en células MCF-7 de cáncer de mama no se observó activación de 
caspasa-3, esta línea celular difiere de la empleada en el presente estudio 
pues si posee receptores hormonales, no obstante la falta de activación de 
caspasa fue debido a la ausencia de Bax,57en lo que se refiere a Paclitaxel 
nuestros resultados son similares a los obtenidos en un estudio, en el que se 
observó apoptosis inducida por Paclitaxel vía mitocondrial, en células de 
carcinoma esofágico, con traducción de procaspasa-3, sin activación de 
caspasa-3, debido a que la caspasa efectora observada en esta investigación 
fue caspasa-7.58Por otro lado, se ha demostrado que existen algunas 
sustancias potenciadoras del efecto apoptótico de los taxoles en las líneas 
celulares de cáncer de mama triple negativo, esto se logra mediante la 
regulación de la expresión de las proteínas de la familia Bax/Bcl-2 y la 
inhibición de la señal de Nf-kB59. 
En cuanto a los tiempos de actividad efectiva de la caspasa-3 se identifica que 
ambas líneas celulares tratadas con Vincristina presentan mayor activación a 
las 24 horas, a diferencia de las células tratadas con Paclitaxel, pues sobre 
células MDA-MB-231 se aprecia actividad poco significativa a las 6 horas de 
tratamiento, y no existe actividad sobre la línea PC3. Un estudio realizado en 
1998 estableció que después de 18 horas de tratamiento con Paclitaxel, 
Vincristina y Vinblastina se observa activación de caspasa-3 y que previo a las 
6 horas de tratamiento no se observa actividad lo cual coincide con 
hiperfosforilación de la proteína Bcl-2 que bloquea el desencadenamiento de 
la cascada de caspasas.60 
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Los resultados experimentales de este estudio sugieren que la relación entre 
la expresión procaspasa-3 con respecto a la activación de la proteína caspasa-
3 a diferentes horas de tratamiento es variable, pues en el tratamiento con 
Vincristina en células PC3 (grafico1) se observó expresión de la procaspasa 
desde las 6 horas con una continuidad que no se modifica de manera 
importante durante el tiempo, a diferencia de la actividad de caspasa-3 donde 
su mayor pico de expresión es a las 24 horas lo que no corresponde con el 
leve pico de procaspasa-3 ya mencionado a las 6 horas de tratamiento, lo cual 
puede estar relacionado con la presencia de isoformas de caspasa-3 las 
cuales inhiben la activación de la caspasa-3 inductora de apoptosis, y 
determina mayor resistencia a la quimioterapia.61 
Sobre la línea celular MDA-MB-231 se observan diferencias entre la expresión 
de procaspasa-3 y la caspasa-3 activa. Para el tratamiento con Vincristina 
(grafico 3), el pico de expresión de la procaspasa-3 corresponde a las 48 horas 
de tratamiento mientras que para caspasa-3 se evidencia a las 24 horas, por 
otro lado, el tratamiento con Paclitaxel (grafica 4) muestra una disminución de 
la procaspasa-3 a las 6 horas de tratamiento, la que se puede explicar por la 
activación de ésta proteína, ya que a esta hora se encuentra más activa, 
posteriormente la expresión de procaspasa-3 se incrementa incluso hasta las 
48 horas contrario a lo que ocurre con la proteína caspasa-3 activa que 
disminuye conforme aumenta el tiempo de exposición al fármaco, en un 
estudio se demostró que las células de cáncer de vejiga carentes de 
receptores hormonales expresan menor nivel de procaspasa-3 y caspasa-3 
activada, en comparación con las células que expresan receptores 
hormonales, lo anterior se traduce en mayor resistencia a los agentes 
quimioterapéuticos62. 
En el presente estudio se observan diferencias en los efectos sobre proteínas 
proapoptoticas tratados con los mismos fármacos en dos líneas celulares que 
si bien tienen en común la falta de receptores hormonales, distan en su 
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estructura y presentación patológica por lo que determinar que el efecto de los 
fármacos podría conducir a un mejor conocimiento de la favorabilidad de cada 
terapia sobre cada tipo de cáncer. Estudios previos muestran que la 
proliferación de las células tumorales se asocia a la alteración en la expresión 
de proteínas reguladoras del ciclo celular o puntos de control del ciclo que se 
expresan de manera ineficiente estas características de las células cancerosas 
dependen de factores independientes genéticos y epigeneticos de cada tipo 
de célula63, por lo que la identificación de los fármacos que son capaces de 
actuar sobre receptores específicos que induzcan apoptosis por cualquier vía 
permite identificar la efectividad de los fármacos además de orientar a la 
búsqueda de fármacos que actúen específicamente sobre las células 
cancerígenas lo cual podría disminuir la resistencia.  
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7. CONCLUSIONES 
 
1. Vincristina induce apoptosis por activación de caspasa-3 en las dos 
líneas celulares estudiadas, de forma tiempo-dependiente. 
2. El proceso de muerte de las células PC3 tratadas con Paclitaxel, no 
depende de la activación de caspasa-3, sin embargo si se observa 
durante apoptosis temprana una activación de caspasa-3 en células 
tratadas con Vincristina. 
3. Hay una diferencia del mecanismo de acción de los dos agentes 
disruptores de microtúbulos Paclitaxel y Vincristina, sobre la 
dependencia de la vía de las caspasas para la inducción de la 
apoptosis.  
4. El Paclitaxel y la Vincristina no inducen la activación de toda la 
procaspasa-3 producida durante el tratamiento. 
5. La inducción de muerte celular por un agente disruptor de microtúbulos 
no depende de la ausencia de receptores hormonales en las células 
PC3 y MDA-MB-231. 
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ANEXOS 
 
 
1. Tablas de ANOVA 
 
Tabla 1. Comparación de MDA-MB231 tratada con Vincristina vs 
Paclitaxel a 0, 6, 16, 24 y 48 horas
 
Fuente:Graphpad. Software 
 
 
Tabla 2. Análisis post hoc de MDA-MB231 tratada con Vincristina  
 
 
Fuente: Graphpad. Software 
 
Tabla 3. Análisis post hoc de PC3 tratada con Vincristina 
 
 
Fuente: Graphpad. Software 
 
Tabla 4. Análisis post hoc de MDA-MB231 tratada con Paclitaxel 
 
 
Fuente: Graphpad. Software 
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2. Graficas ANOVA 
 
 
Grafica 1:Comparación de MDA-MB231 tratada con Vincristina vs Paclitaxel 
a 0, 6, 16, 24 y 48 horas 
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Fuente:Graphpad. Software 
Grafica  2. Análisis post hoc de MDA-MB231 tratada con Vincristina  
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Fuente: Graphpad. Software 
Gráfica 3. Análisis post hoc de PC3 tratada con Vincristina 
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Fuente: Graphpad. Software 
Gráfica 4. Análisis post hoc de MDA-MB231 tratada con Paclitaxel 
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Fuente: GraphpadSoftware 
 
